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Zusammenfassung 

Die Erfindung belrifft ein Therapeutikum mit einem Botulinum-Neurotoxin. 
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Hintergrund der Erfindung 



Clostridium botulinum Toxinkomplex Typ A (M, 900.000) wird seit mehreren Jahren zur 
Therapie verschledener Dystonlen elngesetzt. Derzeit sind zwei verschiedene Prflpa- 
rate fQr die Behandluhg des Blepharospasmus, hSmifadaler Spasmen und des Torticol- 
lis spasrnodicus zugelassen. und zwar BOTOX* und DYSPORT*. Die Therapie weiterer 
Erkrankungen des Nen^ensystems (z. B. Spastizitaten. MigrSne. Lumbalgie. Cervical- 
syndrom. Hypersalivation) wird derzeit Winisch geprufl. Die PrSparate werden aufter- 
dem bei kosmetischen Indlkationen wie z. B. Hyperhydrose und ausgepragler Faltenbll- 
dung Im Geslchtsbereiirfi eingesetzt. 

Botullnumtoxln-Komplexe setzen sidi aus einem Gemisch dostridieller Proteine zu- 
sammen. Dies sind Hflmagglutinine mit unterschiedlichen Molekularmassen. em nicht- 
toxisches, nicht-hamagglutinierendes Protein (M. 120.000) und zwei Neurotoxmrnole- 
KQle (M, 1 50 000). Sie Widen einen losen Komplex, der filr die orale Toxizitat bei Le- 
bensmittelintoxikaticnen verantwortiidi 1st. Im Gegensatz zum reinen Neurotoxin WKier- 
steht der Komplex dem agressiven Milieu im Magen-Darm-Trakt und erm6glicht die 
enterale ResorpUon des Neurotoxins, welches Ober den Blutkreislauf oder das 
Lymphsystem die Zielzellen erreldit und dort eine Blockade der Transmitterfreisetzung 
auslflst. Daraufhin kommt es zur Paralyse der quergestreiften und glatten Muskulatur 
undzumV rsiegenversdnieden r vegetativer Funktlon n. Vergiftete Patienten sterben 
an einer Insuffizi nz der respiratorischen Muskulatur. Da das relne N urotoxin im Ma- 
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gen-Darm-Trakt abgebaut und somit nicht enteral resorbiert wird. 1st es nach e.ner In- 
gestition nicht giftig. Parenteral appliziert unterscheiden sich die Wirkungen des Kom- 
plexes nicht von den Wirkungen des Neurotoxins, denn der Komplex zerfdllt Im Gewebe 
in seine Bestandteile. und nur das Neurotoxin wird in die Zelzellen aufgenommen. 

Zur therapeutischen Anwendung wird der Komplex direkt in dystone Oder spastische 
Muskel injiziert. wo das Neurotoxin aus dem Komplex freigesetzt wird und die er- 
wunschte phermakologlsche Wirkung hervorrufl. ObwoW der Komplex nur in auRerst 
geringen Dosen appliziert wird (1.25ng. je nach IndikaUon und GrolSe des betroffenen 
Muskels). kommt es nach wlederholten Injektionen bei einer betrSchtlichen Anzahl der 
Patienten zur Bildung von spezifischen. neutralisierenden Antikdrpern, die auch gegen 
das Neurotoxin gerichlet sind. Diese Patienten sprechen auf keines der beiden Prapa- 
rate mehr an. Sie kCinnten aber mit anderen Toxinsubtypen behandelt werden. von de- 
nen allerdings Reiner zur Theraple zugeiassen ist . 

Die Bildung von spezifischen Antikorpern wird durch zwei Faktoren begOnstigt. Zum 
einen bleibt das Neurotoxin, f.xiert im Komplex. Qber einen langen Zeltraum im Gewebe 
liegen und kann Ins Gewebe hineinwandemde Immunzellen zur AntikOrperbildung akt.- 
vieren. Die iange Verweildauer fCihrl nicht zu einer gesteigerlen Aufnahme .n d.e Zlel- 
zellen. denn vergiftete Zellen kOnnen kein Toxin mehr aufnehmen. Das langsam aus 
dem Komplex herrausdIssozHerende Toxin ist also nur noch immunologlsch wirksam. 
Zum anderen verstarken die Im Komplex enthaltenden Proteine eine Immunantwort. 
Hamagglutlne slnd Lektine, Proteine. die sIch durch eine hohe Affinitat zu bestimmten 
Zuckem auszelchnen. Aufgmnd ihrer BIndung an Zuckerstrukturan wirken Lekfne .m- 
munsllmullerend. So konnte gezeigt werden. daB die Lektine Concanavalin A, Phyto- 
hemagglutinin und Pokeweed Mitogen T- und B-Lymphozyten aktivieren. Die Ham^ 
magglutlne des Botulinumtoxln-Komplexes. die ebenfalls an 

binden. kOnnenalspinflhn.lcherWeiseals lmmunadjuvanzien fungleren und zur Anti- 
korperblldung und damit zum Therapleversagen beitragen. 

Als Alternative zu den beiden kommerziellen Praparaten aus Botullnumtoxinkomplex. 
BOTOX* und DYSPORT^.wurdeeinneuesArzneimittelentwick It. welches nur r .nes 
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Neurotoxin enthfllt und frei von HSmagglutininen und anderen ksrperfremden Proteinen 
ist. Wegen seiner geringeren Molekularmasse dlffundlert as schneller zu den Zlelzellen. 
in die es aufgenommen wird. bevor ImnnunzeHen. von Hamagglutininen angelockt, akti- 
viert werden. In Antlgenitatsstudien fanden v^ir. daB dieses Pr^parat - im Unterschied zu 
kommerzlellen Praparaten - keine Bildung von Antikfirpern auslOst. Bei therapeutischem 
Einsatz dieses neuentwickelten Arzneimittels sollte es auch nach wiederholten Appllka- 
tlonen nicht zu einem antikOrperbedingtem Therapleversagen kommen. Femer konnte 
gezeigt v/erden. daft das reine Neurotoxin, und zwar wegen seiner sofortigen Biover- 
fogbarkeit, slch auch weiterhin zur Therapie von Patienten eignet, die unter der Be- 
handlung mit BOTOX® Oder DYSPORT* einen AntikOrpertiter entwickelt haben. 



Beschreibung der Erfindung 

GemaS einer weiteren AusfCihrungsform betrifft die Erfindung ein Therapeutikum, ge- 
kennzeichnet durch eIn Botulinum-Neurotoxin von Clostridium botulinum Typ A. frei 
von sonstjgen Proteinen des Botulinumtoxln-Komplexes. insbesondere frei von 
Hfimagglutinen und nlcht-toxischen nlcht-hSmagglutinierenden Proteinen. 

GemSB einer weHeren AusfQhmngsform betrifft die Erfindung ein Therapeutikum. ge- 
kennzeichnet durch eIn Botulinum-Neurotoxin von Clostridium botulinum Typ B. C. ins- 
b^ndere 01, D. E. F und/oder G. frei von sonstigen Proteinen des BotulinunvKom- 
plexes, insbesondere frei von Htmagglutlnen und nlcht-toxischen nicht-hamagglutinie- 
renden Proteinen. 

Dieses Therapeutikum kann durch ein Botulinum-Neurotoxin von Clostridium botulinum 
Typ B gekennzeichnet sein. 



Ein Therapeutikum gemSB der Erfindung kann durch ein in an sich bekannter Weise 
gewonnenes Botulinum-Neurotoxin Oder durch ein r kombinantes Botulinum-Neurotoxin 
gekennz ichnetsein. 
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Therapeutikum gemaS der Erfindung kann durch ein Botulinum-Neurotoxin eines Rein- 
heitsgrades (hochreines Botulinum-Neurotoxin) gekennzeichnet sein. derzu keiner Oder 
zu einer verminderlen Induktion neutralisierender AntikSrperfuhrt. verglichen mit 
selnem Botulinumtoxin-Komplex. 

Ferner kann ein Therapeutikum gemSli als lyophilisiertes Praparat mit einem fakultat)- 
ven Gehalt an eInem therapeulrsch ubiichen TrSger. Verdunnungsmittel und^oder Hilfs- 
stoff vortiegen. 

Auch kann ein Therapeutikum gemfiB der Erfindung als flOssiges Praparat vorliegen. 
insbesondere als InfusionsprSparat, vorzugsweise auf wflfiriger Basis, gegebenenfalls 
erhaitlich durch Aufnahme eines erfindungsgemSften lyophilisierten Praparats in Was- 
ser Oder Saline. 

Ein erfindungsgemafies Therapeutikum kann zur Therapie von Erkrankungen des Ner- 
vensystems vorgesehen sein. 

Ferner kann ein erfindungsgemSlies Therapeutikum zur Therapie von Secondary Non- 
Responders vorgesehen sein. 

Ferner kann ein erfindungsgemSttes Therapeutikum zur Therapie von 

- Dystonien. insbesondere TorUcollis spasmodicus oder 
Blepharospasmus, 

- Spastizltaten, insbesondere SpltzfuB, 

- haim|fascialen Spasmen, 
-•Migi'ane, 
-Lumbalgie, 

- Cervicalsyndrom oder 

- Hypersalivation 
vorgesehen sein. 
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Femer kann ein erfindungsgematies Therapeutikum for kosmetische Indikation. insbe- 
sondere Hyperhydrose oder ausgepragte Faltenbildung im Gesichtsbereich vorgesehen 



sein. 



Ferner kann ein erfindungsgemalies Therapeutikum zur Theraple von Patienten mit 
neutralisierenden Antikorpern gegen einen Botulinum-Komplex vorgesehen sein. 

Ferner kann ein erfindungsgemflliesTherapeutikum mit einem Botulinum-Neurotoxin 
von Clostridium botulinum Typ A zur Therapie von Patienten mit neutralisierenden Anti- 
kftrpem gegen einen Botulinumtoxin-Komplex von Clostridium botulinum Typ A vorge- 
sehen sein. 

Schlielilich kann ein erfindungsgemafiesTherapeutikum mit einem Botulinum-Neuro- 
toxin von Clostridium botulinum Typ B zur Therapie von Patienten mit neutralisierenden 
Antikfirpem gegen einen Botulinumtoxin-Komplex von Clostridium botulinum Typ B vor- 
gesehen sein. 

Beispiel 1 

20 Kaninchen wurden 25 U BOTOX*. Dber einen Zeitraum von 12 Wochen im Abstand 
von 14 Tagen (5 Injektlonen) intracutan injiziert Nach 3 Wochen und im welteren im 
Abstand von 1 4 Tagen vwjrde Serum gewonnen. 

Antikorper gegen CtosMdIum botulinum Toxin A wurden mit einem Enzymimmunoassay 
nac^gewiesen. in dem das hdmogene Neurotoxin auf einer Mikrotiterplatle immobllisiert 
war. An das Neurotoxin bindende AntikOrper wurden mittels eines zwelten. enzymmar- 
kierten AntikOrpers quantifizlert. . 

Das Ergebnis ist In Tabelle 1 dargestellt. In Seren von 17 Tiere konnten nach 1 1 Wo- 
. Chen Antlk6rper nachgewiesen werden. Im biologischen AkUvitatstest wurde geze.0. 
daa 12 der 17 Seren neutralisierende Antikerper enthielten (Tab. 2). 
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Tab. 1 Bestlminung von Serumproben (1 :1 00 verdCinnt) aus Kaninchen. die m.t 
BOTOX* behandelt wurden. O. D.4aonm > 0.1 sind angegeben. Alls O. D. 
Werte sind korrigiert mit den O. D. Werten der PrSlnnmunseren (O.D. ca. 
0,150). 



Kanin. Nr. 


3. Woche 


5. Woche 


7. Woche 


9. Woche 


1 1 . Woche 


1 








0,1 1 




2 








2.36 


2.23 


3 






0.57 


1,43 


1.44 


4 






0.68 


1.68 


0.93 


5 




0.97 


3.52 


3.49 


3.44 


6 






1,34 . 


2.32 


2.70 


7 






2.13 


3,09 


3.00 


8* 




0.53 


1.47 


2.75 


2.75 


9 






0.43 


2.44 


2.85 


10 






2.99 


3,15 


2.73 


11 




0.10 


2.42 


2.45 


1.93 


12 








1.13 _ 


1.95 


13 










1.89 


14 












15 












16 












17 




2.93 


3.62 


3.72 


3.44 


18 
19 
20 






1.18 
0.43 
3.20 


2.28 
0.43 
2.97 


2.62 
0.81 _ 
2.88 



•Werte wurden nlcht korrigiert. da kein Praimmunserum vortianden war. 
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Tab. 2 



Neutralisierung durch Seren von Kanlnchen. die mit BOTOX* (Woche 11 
nach der ersten Immunisierung) im Maus-Hemldlaphragma-Assay. 
(Nachweisgrenze: 0,35 mU AnOkOrper) 



Kaninchen 


Neutralisation 


1 


2,0 mU 


2 


n. d. 


3 


n. d. 


4 


> 10 mU 


5 


> 100 mU 


6 


n. d. 


7 


> 10 mU 


8 


> 10 mU 


9 


n ri 

II. u. 


10 


n. d. 


11 


n. d. 


12 


> 10 mU 


13 


n. d. 


14 


n. d. 


15 


< 0.36 mU 


16 . 


0,4 mU 


17 


>l0mU 


. 18 


>10mU 


19 


. 2,0 mU 


20 


>10mU 



n. d. =j nicht bestimmt 
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BeispiBi 2 



Nachdem gezeigt wurde. daS der Komplex aus Neurotoxin und Hamagglutininen und 
dem nicht-toxlschen. nlcht-^iamagglutinierenden Proteinen die Bildung neutralisierende 
Antlkorper ausldsl. wurds die immunogene Wirl<ung des relnen Neurotoxins geprOfl. 
Dazu wurden 8 Kaninchen mit dem Toxlnkormplex und 12 Kaninchen mit dem reinen 
Toxin behandelt. Nach dem oben beschriebenen Verfahren (s. Beispiel 1 ) wurden 25U 
des jeweiligen Praparates Intracutan appliziert. Die Menge an Neurotoxin, gemessen 
als Gewicht. war in beiden PrSparaten gleich (200pg/Dosis). NA^e in einem ELISA nach- 
gewiesen wurde. BOTOX® enthielt zusStziich noch Komplexproteine (ca. 800 pg/Dosis). 

VIer der acht mit BOTOX® behandelten Tiere zeigten im ELISA einen AntikiSrpertiter. 
wShrend bel den 12 mit reinem Neurotoxin behandelten Tieren keine Antik6rper gegen 
das reine Neurotoxin nachzuweisen waren. Das Ergebnis wurde im biologischen Akti- 
vitatstest bestatigt Alle vier Kaninchenseren enthielten neutralisierende Antik6rper. die 
eine Toxinwirkung verhinderten (Tab. 3). 



Tab. 3 



Neutralisation durch Seren (1:3 verdQnnt) yon Kaninchen. die mit BOTOX* 
(Woche 1 1 nach der ersten Immunisiemng) im Maus-Hemldiaphragma- 
Assay (Nachweisgrenze: 1 mU Antikdrper) 



Kaninchen 


Neutralisation 


1 


12 mU 


2 


>30mU 


3 


4.5 mU 


8 


>30mU 
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Beispiel 3 

In diesem Experiment wurde die Antikdrperbildung durch BOTOX-* mit der durch 
DYSPORT* verglichen. Hierzu wurden jeweils zehn Kaninchen entweder mit BOTOX*. 
(Gruppe 1 ). mit DYSPORr* (Gruppe 2) Oder mit dem reinen Neurotoxin (Gruppe 3) 
nach beschriebenem Schema behandelt. 

Wahrend in Gruppe 1 , 2 mehr als 50 % der Tier© ©inen neutralislerende Antikorpertiter 
bildeten, waren die Seren aus den Tieren der Gruppe 3 frei von Antikflrpern. 

Beispiel 4 

Ein Patient (Alter 45 Jahre) der Qber einen Zeitraum von 5 Jainren wegen eines Torth 
ooftts spasmodicus mit BOTOX* behandelt wurde. hatte einen Antikorpertiter von 3 
mU/mL Serum entwickelt Weder BOTOX* noch DYSP0R1* waren bei diesem Pa- 
tienten therapeutisch wirksam. Ein Therapieversuch mit dem reinen Botulinum Neuro- 
toxins in einer Dosis von 145 Units, welche aquivalent der zuletzt injizierten Dosis von 
BOTOX* war. fQhrte Innerhalb von 72 Stunden zur Lockemng des Muskels. zur Nor- 
malisiemng der Kopfhalturig und zum Verschwinden des Muskelschmerzes. Uner- 
wOnschte Wlrkungen traten nidit auf. 




Beispiel 5 

Ein Patetient (Alter 52 Jahre) wurde 3 Jahre wegen Cerebralparesee mit BOTOX 
behandelt. Er hatte einen Antikorpertiter von 1 0 mU/mL Semm entwickelt. die Therapie 
muBte deshalb abgebrochen warden. Die Injektion von 200 Units reinen Neurotoxin er- 
mfiglUrfite eine ©rfolgreiche Therapie. 
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Paten tansprtich© 




1. Therapeutikum, gekennzeichnet durch ein Botulinum-Neurotoxin 
von Clostridium botulinum Typ A, frei von sonstigen Pro- 
teinen des Botulinumtoxin-Komplexes, insbesondere frei von 
HSmagglutinen und nicht-toxischen nicht-hamagglutinierenden 
Proteinen . 

2. Therapeutikum, gekennzeichnet durch ein Botulinum-Neurotoxin 
von Clostridium botulinum Typ B, C, insbesondere Cl, E, F 
und/oder G, frei von sonstigen Proteinen des Botulinum-Kom- 

. plexes, insbesondere frei von Han.agglutinen und nicht-toxi- 
schen nicht-hamagglutinierenden Proteinen. 

3 Therapeutikum nach Anspnich .2, gekennzeichnet durch ein 
Botulinum-Neurotoxin von Clostridium botulinum Typ B. 
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4. 



6. 



7. 



Therapeutikum nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, 
dadurch gekennzeichnet, daft des Botulinum-Neurotoxin ein 
nattlrliches oder rekoinbinantes Neurotoxin ist. 

Therapeutikum nach einem der vorhergehenden Anspriiche, ge- 
kennzeichnet durch ein Botulinum-Neurotoxin eines Reinheits- 
grades (hochreines Botulinun.-Neuro toxin) , der zu keiner oder 
zu einer verminderten Induktion neutralisierender AntikOrper 
ftihrt, verglichen mit seinem Botulinumtoxin-Komplex. 



Therapeutikum nach einem der vorhergehenden Ansprtlche als 
lyophilisiertes PrSparat mit einem fakultativen Gehalt an 
einem therapeutisch tihlichen TrSger, VerdUnnungsmittel 
und/oder Hilfsstoff . 

Therapeutikum nach einem der AnsprUche 1 bis 5 als flussiges 
Praparat, insbesondere als infusionspraparat, vorzugsweise 
auf wafiriger Basis, gegebenenfalls erh^ltlich durch Aufnahme 
. des Therapeutikums gemifi Anspruch 6 in Wasser oder Saline. 

8. Therapeutikum nach einem der vorhergehenden AnsprUche zur 
Therapie von Erkrankungen des Nervensystems. 

9. Therapeutikum nach einem der Ansprtiche 1 bis 7 zur Therapie 
von Secondary Non-Responders - 

10. . Th.r,p.uti>cun nach .ine- d.r AnsprUche 1 bis J xur Therapie 

nystcnlen, insbesondere Torticollie sp.smodicus Oder 

Blepharospasmusr 

- Spastizitaten, insbesondere Spitzfuli. 

- hamifaiscialen Spasmeti, 
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- Migrane, 

- Luinbalgle^ 

- cervicalsyndrom oder 
" Hypersalivation. 



11. Therapeutikum nach einem der AnsproJche 1 bis 7 far kosme- 
tische Indikation, insbesondere Hyperhydrose oder ausge- 
pragte Faltenbildung im Gesichtsbereich. 

12 Therapeutikum nach einem der Ansprtiche 1 bis 7 zur Therapie 
von Patienten mit neutralisierenden Antikorpern gegen einen 
Botul inuuti-Komplex . 

13. Therapeutikum nach Anspruch 1 zur Therapie von Patienten nit 
neutralisierenden Antikerpern gegen einen Botulinumtoxin- 
Komplex von Clostridium botulinum Typ A. 

14 Therapeutikum nach Anspruch 3 2ur Therapie von Patienten mit 
neutralisierenden AntikSrpern gegen einen Botul inumt ox in- 
Komplex von Clostridium botulinum Typ B. 
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